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(57) Abstract 

The invention relates to a fertility-control method by oral vaccination using attenuated salmonellae or other gram-negative attenuated 
vaccination strains. Different systems of expression are used which enable a specific MHCII/CD4 or MHCI/CDs immune response to be 
generated. 

(57) Zusammenfassung 

Es wird ein Verfahren zur FertilitatskontroUe durch orale Vakzinierung mittels attenuierter Salmonellen oder anderer Gram-negativer 
attenuierter Impfstamme unter Verwendung verschiedener Express ionssysteme, welche die Erzeugung einer gezielten MHCII/CD4 Oder 
MHCI/CDg Immunantwort erlaubt, beschrieben. 
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Verwendung eines Sekretionsvektors zur Fertilitatskontrolle durch orale Vakzinierang 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Fertilitatskontrolle durch orale Vakzinierung mittels 
attenuierter Salmonellen oder anderer Gram-negativer attenuierter ImpfstMmme unter 
Verwendung verschiedener Expressionssysteme, welche die Erzeugung einer gezielten 
MHCII/CD4 oder MHCI/CD 8 Immunantwort erlauben. 

Stand der Technik 

Es ist seit langem bekannt, daB Frauen und Manner mit signifikant hohen Antikorpertitern 
^egen menschliche Spermien oft infertil sind oder einc reduzierte Fertilitat aufweiser 
(Ingerslev und Ingerslev, 1989; Chen und Jones, 1981; Menge et al., 1982; Bronson et al., 
1984), Es wurde ebenso gezeigt, dafl die Immunisierung von weiblichen und mannlichen 
Tieren mit Extrakten von gesamten Spermien zur Induktion einer Infertility fiihren kann 
(Kummerfeld und Foote, 1979; Munoz und Metz; 1978; Tung et al., 1979; Menge et al., 
1979). Primakoff et al. (1988a) verwendeten einen monoklonalen Antikorper, urn das 
Meerschweinchen-spezifische Spermien-oberflachenantigen PH-20 zu isolieren und konnten 
zeigen, daB die Injektion von diesem gereinigten Antigen in weiblichen oder mannlichen 
Meerschweinchen eine langanhaltende Immunisierung gegen Fertilitat erzeugt (1988b). 
Fur eine Anzahl anderer monoklonaler AntikSrper, die gegen ejakulierte humane Spermien 
oder isolierte Spermien anderer Spezies gerichtet sind, konnte gezeigt werden, daB sie mit 
menschlichen Spermien kreuzreagieren. Einige reagieren mit Komponenten des seminalen 
Plasmas und andere erkennen Antigene testicularen Ursprungs. Monoklonale Antikorper, 
welche humane Spermien immobilisieren oder agglutinieren oder die Spermienbindung und 
die Penetration von zonafreien Hamsteroocyten inhibieren, sind beschrieben worden. Zur Zeit 
sind mehrere humane Spermienantigene bekannt, wie zum Beispiel das M r 95,000 Antigen 
(Moore et al., 1987); das 55 kDa Antigen, welches von den S36-37 mAbs (HSA-63) von Lee 
(Liu et al., 1990) erkannt wird; und das humane Homolog der Spermienrezeptoren von ZP-C 
(in der Maus bestimmt von Saling und Bliel und Wassarman (Bliel, 1990; Leyton und Saling, 
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1989). Von weiterem Interesse ist das FA-1 Antigen der Maus und des Menschen, welches 
zum Teil charakteresiert wurde (Naz, 1988) und das 24kDa Antigen aus Rattentestis und 
menschlicher Testis (Shaha et al., 1990). Die von Moore und Lee charakterisierten Antigen 
wie auch das SP-10 Immunogen wurden von der "World Health Organization" (Sonderbereich 
fur Vakzine zur Fertilitatsregulation) als primare Vakzinekandidaten beschrieben (Anderson 
et al., 1987). Auch die drei Proteinkomponenten der Zona pellucida (ZP), einer extrazellularen 
Matrix, die das Saugerei umgibt, eignen sich als Antigene. Diese Proteine werden in der Regel 
als ZPA, ZPB und ZPC bezeichnet (Wassarmann, 1987, Science 235, 553-560). Durch eine 
immunologische Blockade soli hierbei die Ei-Spermium-Interaktion blockiert oder beeinfluBt 
werden. Versuche mit rekombinant hergestelltem ZPC, dem Zona Protein, welches fur die 
initiale Bmdung des Spermiums an die Zona verantwortlich gemacht wird, haben dies auch 
bestatigt. In alien bisher berichteten Fallen kam es allerdings bei langfristiger Immunisierung 
zu einer irreversiblen Schadigung des Ovars (Skinner et al., 1984, Endocrinology 115, 2418- 
2432). Der Mechanismus dieses Verlustes der ovariellen Funktion ist bis heute nicht 
aufgeklart. 

Es wurde nun gefunden, daB durch die Insertion von zur Fertilitatskontrolle geeigneten Genen 
oder Genfragmenten in einen Sekretionsvektor der 

(a) das vollstandige Hamolysin-Operon einschlieBlich des hly spezifischen Promotors und 
eines Enhancer-ahnlichen Regulators hlyR enthalt und bei dem 

(b) ein GroBteil des hlyA Gens deletiert wurde, 

(c) die zur Fertilitatskontrolle geeigneten Proteine oder Proteinfragmente synthetisiert und 

(d) durch die Sekretion dieser Antigene durch attenuierte Salmonellen oder andere Gram- 
negative attenuierte Impfstammen, 

(e) eine orale Vakzinierung erzeugt wird. 

In einer bevorzugten Ausfuhrung der Erfindung kodieren die zur Fertilitatskontrolle 
geeigneten Gene oder Genfragmente fur Zona pellucida Proteine. 



WO 98/50067 PCT/EP98/02679 

-3- 

In einer bevorzugten Ausfiihrung der Erfindung kodieren die zur Fertilitatskontrolle 
geeigneten Gene oder Genfragmente ftir Zona pellucida Proteine. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrung ist der Sekretionsvektor pMOhly 1 . 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrung ist der Salmonella Stamm Salmonella 
typhimurium. 

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrung kodieren die zur Fertilitatskontrolle geeigneten 
Gene oder Genfragmente fur Zona pellucida Proteine, der Sekretionsvektor ist pMOhlyl und 
der Salmonella Stamm ist Salmonella typhimurium. 

Unter zur Fertilitatskontrolle geeignete Gene oder Genfragmente werden alle Gene oder 
Genfragmente verstanden, die fur zur Fretilitatskontrolle geeignete Proteine oder 
Proteinfragmente kodieren. 

Die meisten Proteine, die uber die innere Membran Gram-negativer Bakterien in das 
Periplasma transportiert werden, besitzen ein aminoterminales Signalpeptid, das wahrend 
dieses seoabhangigen Transportvorgangs abgespalten wird (Pugsley, 1993). Im Gegensatz 
hierzu wird das Hamolysin (HlyA) von Escherichia coli mit Hilfe eines Sekretionssystems 
iiber die innere und auBere Membran in das extrazellulare Medium sezerniert. Im Gegensatz 
zum klassischen N-terminalen Transportsignal des sec-abhangigen Proteintransports tragt 
HlyA am C-Terminus ein Transportsignal (HlyAg), das von 50-60 Aminosauren gebildet wird 
(Hess et al., 1990; Jarchau et al., 1994). Dieses HlyA-Signal wird im Verlauf der Sekretion 
nicht abgespalten und besitzt selbst kaum ein antigenes Potential. 

Das Hamolysin-Sekretionssystem von E. coli wird von drei Membranproteifien gebildet. Zwei 
dieser Proteine, HlyB (Gentschev & Goebel, 1990) und HlyD (Schulein et al., 1992), sitzen in 
der inneren Membran und werden von Genen codiert, die Teil der Hamolysin-Determinante 
sind. Diese besteht aus einem Operon einschlieBlich der vier Gene hlyC, hlyA, hlyB und hlyD 
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(Wagner et al., 1983; Hess et aL, 1986). Das dritte Protein des Translokationssystems, TolC, 
ist in der aufleren Membran lokalisiert (Wandersman & Delepelaire, 1990). Die Translokation 
von HlyA uber beide Membranen von Gram-negativen Bakterien erfordert Energie in Form 
von ATP und eines Membranpotentials der inneren Membran (Koronakis et al., 1995). 
In verschiedenen Fallen wurde bereits gezeigt, daC eine Fusion von HlyAg mit anderen 
Proteinen oder Proteinfragmenten zu einer Sekretion dieser Fusionsproteine mit Hilfe des 
Hamolysin-Sekretionssystems erfolgt (Blight & Holland 1994; Gentschev et ah, 1994). Die 
Sekretionseffizienz ist hierbei von Faltung und Konformation des Reporterproteins abhangig. 
Das Hamolysin-Sekretionssystem von E. coli ist in attenuierten Salmonellen, die als 
Impfstamme fungieren, funktionell und kann zum Export von Fusionsproteinen genutzt 
werden (Gentschev et al., 1992; Su et al., 1992). Die hierzu verwendeten genetischen Systeme 
basierten bisher auf zwei Kornponenten: ein Plasmid, das die fur den Transport notwendigen 
Gene (hlyB und hlyB) tragt, und ein Plasmid, das die Expression von Fusionsproteinen erlaubt 
(Gentschev et al., 1992; Hess et al., 1990). 

Der Sekretionsvektor pMOhlyl (Gentschev et al., 1995) tragt das vollstandige Hamolysin- 
Operon (Goebel & Hedgpeth, 1982) einschlieBlich des hly spezifischen Promotors und eines 
"Enhancer M -ahnlichen Regulators hlyR (Vogel et al., 1988). Ein GroBteil des hlyA Gens wurde 
deletiert, so daB lediglich noch 34 aminoterminale und 61 carboxyterminale Aminosauren 
(HlyAg) von HlyA codiert werden. Eine singulare Nsi I Schnittstelle zwischen 
aminoterminalem und carboxyterminalem Rest von HlyA erlaubt eine Insertion von 
heterologen Genen oder Genfragmenten im Leseraster zu HlyAg. Die genetische Information 
fur Antigene einer GroBe von 10-1000 Aminosauren kann in diesen Sekretionsvektor 
pMOhlyl inseriert werden, der die Sekretion dieser Antigene in attenuierten Salmonellen und 
anderen Gram-negativen attenuierten Impfstammen (z. B. E.coli, Vibrio cholerae, Yeresina 
enterocolitica) ermoglicht. Somit wird im Gegensatz zu anderen Sekretionssystemen der 
Transport von heterologen Fusionsproteinen durch ein einziges Plasmid ermoglicht. Ein 
weiterer wichtiger Vorteil des Hamolysinsekretionsapparates im Vergleich zu bisher fur eine 
Antigen-Prasentation eingesetzten Transportsystemen, welche nur fllr den Transport von 
meist nur relativ kurzen Peptiden auf die AuBenseite der Bakterienzelle geeignet sind 



WO 98/50067 PCT/EP98/02679 

-5- 

(Cardenas & Clements, 1992), ist die bedeutend variablere Grofle der transportkompetenten 
Proteine. 

Durch Manipulation des HlyA Sekretionssystems laBt sich dasselbe Antigen in geeigneten 
attenuierten Gram-negativen Impfstammen cytoplasmatisch, oberflachengebunden oder in 
sezernierter Form prasentieren. Durch Einsatz von in Salmonellen sekretionsfahig gemachtem 
Listeriolysin (aus Listeria monocytogenes) kann zusatzlich erreicht werden, daJ3 dasselbe 
Antigen im Phagosom oder verstarkt im Cytosol der Antigen-prasentierenden 
Makrophagenzelle nach Infektion mit dem Antigen-produzierenden Salmonella-Impfstamm 
prozessiert wird (Gentschev et al., 1995). Mit dieser Moglichkeit lfiBt sich erreichen, da/3 
verstarkte CD4+ oder CD8 + T-Zell-Antworten induziert werden (Hess et al., 1996) Da mit 
diesem Vektorsystem auch Cytokine und losliche Cytokinrezeptoren getrennt oder in 
Kombination mit dem zu produzierenden Antigen in attenuierten Salmonellen sezerniert 
werden konnten (Schiilein, 1993; Gentschev, unveroffentlicht), laBt sich die Immunantwort 
(z. B. in Richtung Tj^i oder Tjj2) zusatzlich variieren. 

Die effiziente Sekretion von zur Fertilitatskontrolle geeigneten Proteinen oder 
Proteinfragmenten/HlyAs-Fusionen und die hohe Stabilitat des Vektors ermoglichen eine 
vollig neuartige, hochspezifische kontrazeptive Vakzinierung mit Hilfe attenuierter 
Salmonellen oder anderer Gram-negativer attenuierter Impfstamme. 
Nach oraler Applikation der rekombinanten Salmonellen wird durch Sekretion der zur 
Fertilitatskontrolle geeigneten Proteine oder Proteinfragment/HlyAg-Fusionen das Antigen 
(zur.Fertilitatskontrolle geeignete Proteine oder Proteinfragmente) dem Immunsystem des 
Wirts zuganglich und fiihrt je nach Protein-Epitop und nach Sekretionsweg zur Aktivierung 
von B- und/oder T-Zellen. Da HlyAg ein schwaches Antigen fur B- und T-Zellen darstellt, 
werden durch HlyAg-Fusionen Antikorper und T-Zellen induziert, die hauptsachlich gegen 
den Teil des Reporter-Antigens gerichtet sind. Attenuierte Salmonella und Yersinia Stamme, 
die Antigene sezernieren eignen sich besonders zur Induktion einer humoralen, mucosalen 
Immunantwort und sind daher bevorzugt. Die Induktion einer mucosalen Immunitat resultiert 
auch in der Produktion von Antigen-spezifischen Antikorpern an entfernt gelegene mucosale 
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Oberflachen. Daher fflhrt eine B-Zell-Antwort am Infektionsort auch zur Stimulierung einer 
mucosalen Immunitat im Reprpduktionstrakt. 

Mit der hier offenbarten Erfindung ist es das erste Mai moglich, rekombinante Proteine oder 
Teile davon ohne aufwendige Herstellungsverfahren fiir die Erzeugung einer entsprechenden 
Immunantwort, welche zur Kontrazeption fiihrt, direkt in situ zu erzeugen. Mit Hilfe 
entsprechender Vektoren kSnnen diese Proteine oder Proteinabschnitte in Phagosomen, 
intrazellular oder extrazellular zur Expression gebracht werden. Damit konnen bewuBt 
humorale oder cytotoxische Immunantworten erzeugt werden. 

Beschreibung der Abbildungen 



Abbildung 1 zeigt eine Vektorkarte des Sekretionsplasmides pMOhlyl. 

Abbildung 2 zeigt einen Western-blot, in dem verschiedene pMOhlyl/(hu) ZPA/Konstrukte 
auf die Expression und Sekretion getestet wurden. Nach Transformation von E. coli DH5a 
mit den verschiedenen pMOhlyl/(hu) ZPA/Konstrukten wurden 2 ml Uberstand von 
Ubernachtkulturen mit 10% (v/v) TCA (Trichloressigsaure) fiir 4 h auf Eis prazipitiert, durch 
Zentrifugation pelletiert und in SDS-Probenpuffer resuspendiert. Die Uberstandsproteine 
wurden durch SDS-PAGE (Poly aery lamidgelelktrophorese) in einem 15%igen 
Polyacrylamidgel aufgetrennt und nach Transfer auf Nitrocellulose mit einen polyklonalen 
Antikorper, der gegen den Hamolysinanteil des Fusionsproteinsgerichtet ist, auf die 
Expression und Sekretion getestet. Al steht fur das huZPA-l-Konstrukt (siehe Abbildung 7), 
A4 steht fur das huZPA-4-Konstrukt (siehe Abbildung 7), pMO steht fur die Vektorkontrolle 
und B4 steht fiir das huZPB-4-Konstrukt (siehe Abbildung 8). 

Abbildung 3 zeigt einen Westem-blot, in dem verschiedene pMOhlyl/(hu) ZPB/Konstrukte 
auf die Expression und Sekretion getestet wurden. Nach Transformation von E. coli DH5ct 
mit den verschiedenen pMOhly l/(hu) ZPB/Konstrukten wurden 2 ml Uberstand von 
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Ubernachtkulturen mit 10% (v/v) TCA (Trichloressigsaure) fur 4 h auf Eis prazipitiert, durch 
Zentrifugation pelletiert und in SDS-Probenpuffer resuspendiert. Die Uberstandsproteine 
wurden durch SDS-PAGE (Polyacrylamidgelelktrophorese) in einem 15%igen 
Polyacrylamidgel aufgetrennt und nach Transfer auf Nitrocellulose mit einen polyklonalen 
Antikorper, der gegen den Hamolysinanteil des Fusionsproteinsgerichtet ist, auf die 
Expression und Sekretion getestet. Bl steht fur das huZPB-l-Konstrukt (siehe Abbildung 8), 
B2 steht fur das huZPB-2-Konstrukt (siehe Abbildung 8), B3 steht fur das huZPB-3- 
Konstrukt (siehe Abbildung 8), B4 steht fiir das huZPB-4-Konstrukt (siehe Abbildung 8), B5 
steht fur das huZPB-5-Konstrukt (siehe Abbildung 8) und pMO steht fur die Vektorkontrolle, 

Abbildung 4 zeigt einen Western-blot, in dem verschiedene pMOhlyl '(hu) ZPC/Konstrukte 
auf die Expression und Sekretion getestet wurden. Nach Transformation von E. coli DH5a 
mit den verschiedenen pMOhlyl/(hu) ZPC/Konstrukten wurden 2 ml Uberstand von 
Ubernachtkulturen mit 10% (v/v) TCA (Trichloressigsaure) fiir 4 h auf Eis prazipitiert, durch 
Zentrifugation pelletiert und in SDS-Probenpuffer resuspendiert. Die Uberstandsproteine 
wurden durch SDS-PAGE (Polyacrylamidgelelktrophorese) in einem 15%igen 
Polyacrylamidgel aufgetrennt und nach Transfer auf Nitrocellulose mit einen polyklonalen 
Antikorper, der gegen den Hamolysinanteil des Fusionsproteinsgerichtet ist, auf die 
Expression und Sekretion getestet. CI steht fiir das huZPC-l-Konstrukt (siehe Abbildung 9), 
C2 steht fur das huZPC-2-Konstrukt (siehe Abbildung 9), C3 steht fur das huZPC-3- 
Konstrukt (siehe Abbildung 9) und pMO steht fur die Vektorkontrolle. 

Abbildung 5 zeigt einen Western-blot, in dem verschiedene pMOhlyl/(m) ZPB/Konstrukte 
auf die Expression und Sekretion getestet wurden. Nach Transformation von E. coli DH5a 
mit den verschiedenen pMOhlyl/(m) ZPB/Konstrukten wurden 2 ml Uberstand von 
Ubernachtkulturen mit 10% (v/v) TCA (Trichloressigsaure) fiir 4 h auf Eis prazipitiert, durch 
Zentrifugation pelletiert und in SDS-Probenpuffer resuspendiert. Die Uberstandsproteine 
wurden durch SDS-PAGE (Polyacrylamidgelelktrophorese) in einem 15%igen 
Polyacrylamidgel aufgetrennt und nach Transfer auf Nitrocellulose mit einen polyklonalen 
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Antikorper, der gegen den Hamolysinanteil des Fusionsproteinsgerichtet ist, auf die 
Expression und Sekretion getestet. Bl steht fur das mZPB-l-Konstrukt (siehe Abbildung 10), 
B2 steht fur das mZPB-2-Konstrukt (siehe Abbildung 10), B3 steht fiir das mZPB-3- 
Konstrukt (siehe Abbildung 10), B4 steht fur das mZPB-4-Konstrukt (siehe Abbildung 10) 
und pMO steht fiir die Vektorkontrolle. 

Abbildung 6 zeigt einen Western-blot, in dem verschiedene pMOhlyl(hu)ZPB/Konstrukte 
auf Expression und Sekretion getestet wurden. Nach Transformation von S. typhimurium 
SL7207 mit den verschiedenen pMO/(hu)ZPB/Konstrukten wurden 2 ml Uberstand von 
Ubernachtkulturen mit 10% (v/v) TCA (Trichloressigsaure) fur 4 h auf Eis prazipitiert, durch 
Zentrifugation pelletiert und in SDS-Probenpuffer resuspendiert. Die Uberstandsproteine 
wurden durch SDS-PAGE (Polyacrylamidgelelktrophorese) in einem 1 5%igen 
Polyacrylamidgel aufgetrennt und nach Transfer auf Nitrocellulose mit einen polyklonalen 
Antikorper, der gegen den Hamolysinanteil des Fusionsproteinsgerichtet ist, auf die 
Expression und Sekretion getestet. Bl steht fur das huZPB-l-Konstrukt (siehe Abbildung 8), 
B2 steht fiir das huZPB-2-Konstrukt (siehe Abbildung 8), B3 steht fiir das huZPB-3- 
Konstrukt (siehe Abbildung 8), B4 steht fiir das huZPB-4-Konstrukt (siehe Abbildung 8), B5 
steht fiir das huZPB-5-Konstrukt (siehe Abbildung 8) und pMO steht fiir die Vektorkontrolle. 

Abbildung 7 zeigt einen Western-blot, in dem verschiedene pMOhly l(hu)ZPC/Konstrukte 
auf Expression und Sekretion getestet wurden. Nach Transformation von Yersinia 
enterocolitica WapYv-515 mit den verschiedenen pMO/(hu)ZPC/Konstrukten wurden 2 ml 
Uberstand von Ubernachtkulturen mit 10% (v/v) TCA (Trichloressigsaure) fiir 4 h auf Eis 
prazipitiert, durch Zentrifugation pelletiert und in SDS-Probenpuffer resuspendiert. Die 
Uberstandsproteine wurden durch SDS-PAGE (Polyacrylamidgelelktrophorese) in einem 
15%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und nach Transfer auf Nitrocellulose mit einen 
polyklonalen Antikorper, der gegen den Hamolysinanteil des Fusionsproteinsgerichtet ist, auf 
die Expression und Sekretion getestet. CI steht fur das huZPC-l-Konstrukt (siehe Abbildung 
12), C2d steht fur das huZPC-2-Konstrukt mit doppeltem Insert (siehe Abbildung 12 ), C3d 
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steht fur das huZPC-3-Konstrukt mit doppeltem Insert (siehe Abbildung 12), C4 steht fur das 
huZPC-4-Konstrukt (siehe Abbildung 12) und pMO steht fur die Vektorkontrolle. 

Abbildung 8 zeigt eine Genkarte der cDNA von huZPA. Die Pfeile zeigen die Positionen der 
fur eine PCR-Amplifikation ausgewahlten primer (Tabelle 1), wobei die Zahlen den 
Startpunkt am 5'-Ende des primers bezogen auf das Startcodon der cDNA-Sequenz des Gens 
angeben. Die gefullten Rechtecke zeigen das aminoterminale Transportsignal, die putative 
Fusionsspaltstelle und einen stark hydrophoben Bereich am C-Terminus, der als 
Membrananker fungieren konnte. Die durch PCR amplifizierten Fragmente sind mit Start und 
Endpunkt, welche sich durch einen Nsi-I Restriktionsendonukleaseverdau der PCR-Produkte 
ergeben, im unteren Teil abgebildet und fortlaufend mit huZPA-1, huZPA-2 usw. bezeichnet. 
Weiterhin ist die Lange der Fragmente sowohl in Basenpaaren (bp) als auch in Aminosauren 
(aa) angegeben. Die berechneten Molekulargewichte sind fur die Zona-Fragmente und in 
Klammern fur die Zona/HlyA Fusionsproteine in kDa wiedergegeben. Schliefllich ist 
angegeben, ob eine Sekretion der Fusionsproteine mit einem gegen den HlyA-Anteil 
gerichteten Antikorper nachgewiesen wurde. 

Abbildung 9 zeigt eine Genkarte der CDNA von huZPB. Die Pfeile zeigen die Positionen der 
fur eine PCR-Amplifikation ausgewahlten primer (Tabelle 1), wobei die Zahlen den 
Startpunkt am 5'-Ende des primers bezogen auf das Startcodon der cDNA-Sequenz des Gens 
angeben. Die gefiillten Rechtecke zeigen das aminoterminale Transportsignal, die putative 
Fusionsspaltstelle und einen stark hydrophoben Bereich am C-Terminus, der als 
Membrananker fungieren konnte. Die durch PCR amplifizierten Fragmente sind mit Start und 
Endpunkt, welche sich durch einen Nsi-I Restriktionsendonukleaseverdau der PCR-Produkte 
ergeben, im unteren Teil abgebildet und fortlaufend mit huZPB-1, huZPB-2 usw. bezeichnet. 
Weiterhin ist die Lange der Fragmente sowohl in Basenpaaren (bp) als auch" in Aminosauren 
(aa) angegeben. Die berechneten Molekulargewichte sind fur die Zona-Fragmente und in 
Klammern fur die Zona/HlyA Fusionsproteine in kDa wiedergegeben. SchlieBlich ist 
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angegeben, ob eine Sekretion der Fusionsproteine mit einem gegen den HlyA-Anteil 
gerichteten Antikorper nachgewiesen wurde. 

Abbildung 10 zeigt eine Genkarte der cDNA von huZPC. Die Pfeile zeigen die Positionen 
der fur eine PCR- Amplication ausgewahlten primer (Tabelle 1), wobei die Zahlen den 
Startpunkt am 5'-Ende des primers bezogen auf das Startcodon der cDNA-Sequenz des Gens 
angeben. Die gefullten Rechtecke zeigen das aminoterminale Transportsignal, die putative 
Fusionsspaltstelle und einen stark hydrophoben Bereich am C-Terminus, der als 
Membrananker fungieren konnte. Die durch PCR amplifizierten Fragmente sind mit Start und 
Endpunkt, welche sich durch einen Nsi-I Restriktionsendinukleaseverdau der PCR-Produkte 
ergeben, im unteren Teil abgebildet und fortlaufend mit huZPC-1, huZPC-2 usw. bezeichnet. 
Weiterhin ist die Lange der Fragmente sowohl in Basenpaaren (bp) als audi in Aminosauren 
(aa) angegeben. Die berechneten Molekulargewichte sind fur die Zona-Fragmente und in 
Klammern fur die Zona/HlyA Fusionsproteine in kDa wiedergegeben. Schliefllich ist 
angegeben, ob eine Sekretion der Fusionsproteine mit einem gegen den HlyA-Anteil 
gerichteten Antikorper nachgewiesen wurde. 

Abbildung 11 zeigt eine Genkarte der cDNA von mZPB. Die Pfeile zeigen die Positionen der 
fur eine PCR-Amplifikation ausgewahlten primer (Tabelle 1), wobei die Zahlen den 
Startpunkt am 5'-Ende des primers bezogen auf das Startcodon der cDNA-Sequenz des Gens 
angeben. Die gefullten Rechtecke zeigen das aminoterminale Transportsignal, die putative 
Fusionsspaltstelle und einen stark hydrophoben Bereich am C-Terminus, der als 
Membrananker fungieren konnte. Die durch PCR amplifizierten Fragmente sind mit Start und 
Endpunkt, welche sich durch einen Nsi-I Restriktionsendonukleaseverdau der PCR-Produkte 
ergeben, im unteren Teil abgebildet und fortlaufend mit mZPB-1, huZPB-2 usw. bezeichnet. 
Weiterhin ist die Lange der Fragmente sowohl in Basebpaaren (bp) als auclr in Aminosauren 
(aa) angegeben. Die berechneten Molekulargewichte sind fur die Zona-Fragmente und in 
Klammern fur die Zona/Hly A Fusionsproteine in kDa wiedergegeben. SchlieBlich ist 
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Abbildung 12 zeigt eine Genkarte der cDNA von huZPC. Die Pfeile zeigen die Positionen 
der fur eine PCR-Amplifikation ausgewahlten primer (Tabelle 1), wobei die Zahlen den 
Startpunkt am 5'-Ende des primers bezogen auf das Startcodon der cDNA-Sequenz des Gens 
angeben. Die durch PCR amplifizierten Fragmente sind mit Start und Endpunkt, welche sich 
durch einen Nsi-I Restriktionsendinukleaseverdau der PCR-Produkte ergeben, im unteren Teil 
abgebildet und fortlaufend mit huZPC-1, huZPC-2 usw. bezeichnet. Weiterhin ist die Lange 
der Fragmente sowohl in Basenpaaren (bp) als auch in Aminosauren (aa) angegeben. Die 
berechneten Molekulargewichte sind fiir die Zona-Fragmente und in Klammern fur die 
Zona/HlyA Fusionsproteine in kDa wiedergegeben. SchlieJJlich ist angegeben, ob eine 
Sekretion der Fusionsproteine mit einem gegen den HlyA-Anteil gerichteten Antikorper 
nachgewiesen wurde. 



Es wird davon ausgegangen, daJ3 der Fachmann die vorliegende Erfmdung aufgrund der 
Beschreibung in ihrem ganzen Umfang ausfiihren kann. Viele bekannte Techniken und 
Protokolle zur Manipulation von Nucleinsauren, wie beispielsweise Mutagenese, 
Sequenzierung, das Einfuhren von Nucleinsaure in Zellen oder die Analyse von Proteinen ist 
im Detail in Short Protocols in Molecular Biology, Second Edition, Ausrubel et al. Eds., John 
Wiley & Sons, 1992; Molecular Cloning: a Laboratory Manual: 2 nd edition, Sambrock et ah, 
1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press. Der Inhalt von Sambrook et al. und Ausrubel et 
al. ist hiermit als Referenz inkooperiert. 

Die -vorliegende Erfindung beinhaltet flir alle Verwendungen und Methoden, welche 
beschrieben sind pharmazeutische Praparate. So beinhaltet die Erfindung beispielsweise 
pharmazeutische Praparate, die die attenuierten Bakterien mit dem Sekretionsvektor gemaB 
der vorliegenden Erfindung enthalten. Die orale Administration erfolgt bevorzugt in Form 
von verkapselt biodegradierbaren Polymeren, beispielsweise PLPG. 

Die nachfolgenden Beispiele dienen nur der naheren Beschreibung und zeigen, daB die 
Erfindung ausfllhrbar ist und sollen in keiner Weise einschrankend wirken. 
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Beispiel 1 

KJonierung und Expression von huZPA, huZPB, huZPC und mZPB Fragmenten in E. 
coli und 5. typhimurium 

Ausgangspunkt der Klonierungsstrategie sind die Plasmide pGEX-KG-huZPA, pGEX-KG- 
huZPB und pGEX-KG-huZPC (Peter Bringmann, Schering AG), welche die cDNA des 
humanen ZPA, ZPB- und ZPC-Gens tragen sowie ovarielle mRNA der Maus, welche die 
cDNA-Synthese des Maus ZPB-Gens ermoglichte. Ausgehend von mRNA isoliert aus 
Ovarien superovulierender Mause (Uwe Eberspacher, Schering AG) wurde die entsprechende 
cDNA wie folgt synthetisiert: ca 5 \ig RNA wurden in 32 \i\ DEPC-H2O mit 3 \\\ Oligo-dT- 
Primer vermischt und fur 5 min bei 65°C inkubiert. Den Ansatz laBt man 10 min bei 
Raumtemperatur abkiihlen und fugt folgende Reagenzien zu: 5 ^1 Synthese-Puffer, 5 ^1 0.1 M 
DTT, 1 ^1 RNase Inhibitor, 3 \i\ 25 mM dNTPs und 1 nl MMLV Reverse Transkriptase (20 
U/nl) (1st Strand Synthesis Kit, Stratagene). Es folgt eine Inkubation fur 1 h bei 37°C. 
Mit Hilfe von spezifischen Oligonukleotiden (Tabelle I) wurden durch PCR von der 
entsprechenden cDNA uberlappende Genfragmente amplifiziert, die 5' und 3' Nsi I- 
Restriktionsschnittstellen aufweisen (Abbildungen 8 bis 12: Karten der ZP-Gene mit Angabe 
der Primerpositionen und den daraus resultierenden Genfragmenten). Die PCR-Amplifikation 
(Saiki et al., 1988) wurde in einem Thermocycler 60/2 (bio-med, Theres, Deutschland) 
durchgefuhrt. Hierzu wurde cDNA mit den entsprechenden 5 - und S'-Primern (je l^M 
Endkonzentration), dNTPs (je 200 \iM) und 2.5 U Taq DNA-Polymerase (Promega) und dem 
Puffer des Herstellers in einem Volumen von 100 \x\ amplifiziert. Vor dem ersten Zyklus 
erfolgte eine Denaturierung fiir 3 min bei 91°C. Darauf folgten 30 Zyklen unter folgenden 
Bedingungen: 1 min Denaturierung bei 91 °C, 1 min Annealing bei 55 °C und 1 min 
Extension bei 72 °C. Die Reaktionsprodukte wurden in einem 2%igen Agarosegel 
elektrophoretisch aufgetrennt und durch Farbung mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht. 
Diese PCR-Produkte wurden zunachst "blunt" in die Sma I-Schnittstelle des Vektors pUCl 8 
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inseriert. AnschlieGend wurde das ZP-Fragment durch einen Nsi I-Verdau herausgeschnitten 
und in den Expressionsvektor pMOhlyl (Abbildung 1) inseriert. Nach Transformation von E. 
coli DH5cc mit den verschiedenen pMOhly 1/ZP-Konstrukten wurden 2 ml Uberstand von 
Ubernachtkulturen mit 10% (v/v) TCA fur 4 h auf Eis prazipitiert, durch Zentrifugation 
pelletiert und in SDS-Probenpuffer resuspendiert. Die Uberstandsproteine wurden durch SDS- 
PAGE in einem 15%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und nach Transfer auf Nitrocellulose 
auf die Sekretion von Zona/Hamolysin-Fusionsproteinen getestet. Mit Hilfe eines 
polyklonalen Antikorpers, der gegen den Hamolysinanteil des Fusionsproteins gerichtet ist, 
konnte die Expression und Sekretion von zwei huZPA-Fragmenten (Al und A4, Abbildung 2) 
und vier huZPB-Fragmenten (Bl - B4, Abbildung 3) nachgewiesen werden. Fur huZPC 
wurde eine transportkompetente Domane identifiziert (CI, Abbildung 4). Analog zu huZPB 
konnte auch die Sekretion von drei Proteinfragmenten von mZPB durch das Transponsystem 
gezeigt werden (Bl - B3, Abbildung 5). 

AnschlieGend erfolgte die Transformation der beschriebenen pMOhlyl-Derivate in den 
Stamm S. typhimurium LB5000, dem das Restriktionssystem fehlt, so daC effizient E. coli- 
DNA in diesen Stamm eingebracht werden kann. Nach Isolierung der rekombinanten 
Expressionsvektoren aus S. typhimurium LB5000 konnte der Stamm S. typhimurium SL7207 
erfolgreich transformiert werden. Dieser Stamm eignet sich wie schon mehrfach beschrieben 
als Impfstamm. Auch in diesem Stamm erfolgt die Sekretion der ZP/Hly-Fusionsproteinen. 
Abbildung 6 zeigt beispielhaft die Expression und Sekretion der huZPB-Fragmente in 
Salmonella. Diese ZP/Hly exprimierenden Salmonellen sollten in Mausen nach oraler 
Applikation eine mucosale Immunitat induzieren, die auch spezifisch gegen den ZP-Anteil 
des Fusionsproteins gerichtet ist. 
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Beispiel 2 

Klonierung und Expression von huZPC, huZPB, huZPC und mZPB Fragmenten in K 

enterocolitica 

Ausgangspunkt der Klonierungsstrategie sind die Plasmide pGEX-KG-huZPA, pGEX-KG- 
huZPB und pGEX-KG-huZPC (Peter Bringmann, Schering AG), welche die cDNA des 
humanen ZPA, ZPB- und ZPC-Gens tragen sowie ovarielle mRNA der Maus, welche die 
cDNA-Synthese des Maus ZPB-Gens ermoglichte. Ausgehend von mRNA isoliert aus 
Ovarien superovulierender Mause (Uwe Eberspacher, Schering AG) wurde die entsprechende 
cDNA wie folgt synthetisiert: ca 5 jig RNA wurden in 32 |il DEPC-H2O mit 3 \l\ Oligo-dT- 
Primer vermischt und fur 5 min bei 65°C inkubiert. Den Ansatz laBt man 10 min bei 
Raumtemperatur abkuhlen und fiigt folgende Reagenzien zu: 5 \l\ Synthese-Puffer, 5 \x\ 0.] M 
DTT, 1 \x\ RNase Inhibitor, 3 \i\ 25 mM dNTPs und 1 ^1 MMLV Reverse Transkriptase (20 
U/^il) (1st Strand Synthesis Kit, Stratagene). Es folgt eine Inkubation fur 1 h bei 37°C. 
Mit Hilfe von spezifischen Oligonukleotiden (Tabelle I) wurden durch PCR von der 
entsprechenden cDNA iiberlappende Genfragmente amplifiziert, die 5 1 und 3' Nsi I- 
Restriktionsschnittstellen aufweisen (Abbildungen 8 bis 12: Karten der ZP-Gene mit Angabe 
der Primerpositionen und den daraus resultierenden Genfragmenten). Die PCR-Amplifikation 
(Saiki et al., 1988) wurde in einem Thermocycler 60/2 (bio-med, Theres, Deutschland) 
durchgefuhrt. Hierzu wurde cDNA mit den entsprechenden 5 1 - und 3 , -Primern (je l(iM 
Endkonzentration), dNTPs (je 200 ^M) und 2.5 U Taq DNA-Polymerase (Promega) und dem 
Puffer des Herstellers in einem Volumen von 100 p.1 amplifiziert. Vor dem ersten Zyklus 
erfolgte eine Denaturierung fiir 3 min bei 91°C. Darauf folgten 30 Zyklen unter folgenden 
Bedingungen: 1 min Denaturierung bei 91 °C, 1 min Annealing bei 55 °C und 1 min 
Extension bei 72 °C. Die Reaktionsprodukte wurden in einem 2%igen Agarosegel 
elektrophoretisch aufgetrennt und durch Farbung mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht 
Diese PCR-Produkte wurden zunachst "blunt" in die Sma I-Schnittstelle de£ Vektors pUC18 
inseriert. Anschliefiend wurde das ZP-Fragment durch einen Nsi I-Verdau herausgeschnitten 
und in den Expressionsvektor pMOhlyl (Abbildung 1) inseriert. Nach Transformation von E. 
coli DH5ct mit den verschiedenen pMOhlyl/ZP-Konstrukten wurden 2 ml Uberstand von 
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Ubernachtkulturen mit 10% (v/v) TCA fur 4 h auf Eis prazipitiert, durch Zentrifugation 
pelletiert und in SDS-Probenpuffer resuspendiert. Die Uberstandsproteine wurden durch SDS- 
PAGE in einem 15%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und nach Transfer auf Nitrocellulose 
auf die Sekretion von Zona/Hamolysin-Fusionsproteinen getestet. Mit Hilfe eines 
polyklonalen Antikorpers, der gegen den Hamolysinanteil des Fusionsproteins gerichtet ist, 
konnte die Expression und Sekretion von huZPA-Fragmenten , huZPB-Fragmenten und hu 
ZPC nachgewiesen werden (siehe oben). Anschlieflend erfolgte die Transformation der 
beschriebenen pMOhlyl-Derivate in den Stamm Y. enterocolitica LB5000, dem das 
Restriktionssystem fehlt, so daB effizient E. co/z-DNA in diesen Stamm eingebracht werden 
kann. Nach Isolierung der rekombinanten Expression svektoren aus Y. enterocolitica LB5000 
konnte der Stamm Y. enterocolitica WapYv-515 erfolgreich transformiert werden. Diescr 
Stamm eignet sich wie schon mehrfach beschrieben als Impfstamm. Auch in diesem Stamm 
erfolgt die Sekretion der ZP/Hly-Fusionsproteinen. Abbildung 7 zeigt beispielhaft die 
Expression und Sekretion der huZPC-Fragmente in Y. enterocolitica. Diese ZP/Hly 
exprimierenden Yersinien sollten in Mausen nach oraler Applikation eine mucosale 
Immunitat induzieren, die auch spezifisch gegen den ZP-Anteil des Fusionsproteins gerichtet 
ist. 
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Tabelle I: Primersequenzen fur die Amplifikation von ZP-Genfragmenten durch PCR und 
erwartete PCR-ProduktgroSen 



ZP-Fragment 




PCR-Produkt (bp) 


huZPA 






huZPAl 


5'-GAAATGGCATGCATGCATCTGTG-3' 


390 




5'-GCTGAAGCATGCATTCATGGCCTC-3' 




huZPA2 


5'-CTGCCAGATGCATTGAAGGAAGGC-3' 


408 




5'-GTCAGCTTGAATGCATCTAAGTAGAAC-3' 




huZPA3 


5'-CGAAATTATATGCATAATGCCTAC-3' 


456 




5'-GAGTAAGGCATGCATCGTTGATG-3' 




huZPA4 


5-GTGAAGTATGCATATAGCAGG-3' 


318 




5'-CATATGCACATGCATCCACGACAAC-3' 




huZPAS 


5'-CACCATGGATGCATACTCTTTCC-3' 


249 




5'-GCCTAGAGGATGCATGGCAGGTCAC-3' 




huZPB 






huzPBI 


5'-GCTTCCAGTATGCATTAAACCTC-3' 


207 




5'-CGCGCCTGATGCATCAACTCCAAC-3' 




huZPB2 


5-GTGGTGTTGGATGCATCCTATAGC-3' 


399 




5'-CAGGGTTACATGCATTGTCATTCC-3' 




huZPB3 


5'-CTCTTGGATGCATTGCGCTTGGCC-3' 


375 




5'-CTTCACCAATGCATAGTCACCAAC-3' 




huZPB4 


5'-GAGACCCAGCATGCATCCCTCACTC-3' 


498 




5-GCCI 1 1 GCTAGATGCATTAGCAGTAG-3' 




huZPB5 


5'-GCCAGCCTGCTGATGCATCATCCTG-3' 


213 




5'-CAGCCAAGTAGGATGCATACAAGGC-3' 
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ZP-Fragment ! 

i 




PCR-Produkt (bp) j 


huZPC 






huZPCI 


5'-GCCAGCCATGCATAGACGTCCGTAC-3' 


495 | 




5'-CAGTGTGGATTTATGCATGGAGGTG-3' 




huZPC2 


5'-GAGAACTGGAATGCATAGAAGAGG-3' 


366 




5'CCAGCTGTTGGATGCATTGCTGAAG-3' 




huZPC2' 


5-CAATGTGAGCAGCCATGCATTCCTGC-3' 


285 : 

j 




5'-GAATGCAGAAGATGCATCAGTGAG-3' 




huZPC3 


5'-CAGGACCCAGATGCATTCAACAAG-3' 


363 j 


I 5'-CACAGGGTGGGATGCATTGCGACAC-3' 

! ~ ~ 




huZPC3' 


5'-<^C(^GAATGCATCCCCTTATCAC-3' 


360 j 

! 




5'-GGTTACGGGATGCATACCTGGAC-3' 


i 

I 

! 


huZPC4 


5'GCCAGCCATGCATATACGTCCGTAC-3' 


936 




5'-GGTTACGGGATGCATACCTGGAC-3' 




mZPB 






mZPB1 


5'-GAATACAGCTATGCATGTGGGGTAC-3' 


450 




5'-GCAGGAGATGCATGGATGAAGCTC-3' 




mZPB2 


5'-CACACCTTGGATGCATCTGGCCAC-3' 


408 




5'-CATCCGTTGGATGCATAGGCCAG-3' 




mZPB3 


5'-GCCTTGACACATGCATTCCTGCTAG-3' 


339 




5'-CTTATCCGATGCATTCCTCAGCTC-3' 




mZPB4 


5-GTGACTCAATATGCATCCCTGAGGC-3' 


393 




5-CAGAGGGTGGCATGCATAGGCACTAC-3' 





Unterstrichene Basen zeigen eine Abweichung von der jeweiiigen ZP-Sequenz an, urn die 
fur eine Klonierung notwendige Nsi I Schnittstelle einzufuhren. 
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Anspriiche 

1 . Verwendung eines Sekretionsvektors in dem 

(a) zur Fertilitatskontrolle geeignete Gene oder Genfragmente insertiert sind, 
der 

(b) das vollstandige Hamolysin-Operon einschliefilich des hly spezifischen Promotors und 
eines Enhancer-ahnlichen Regulators hlyR enthalt 

und bei dem 

(c) ein GroBteil des hlyA Gens deletiert wurde, 
wobei 

(d) die zur Fertilitatskontrolle geeigneten Proteine oder Proteinfragmente synthetisiert werden 
und 

(e) durch die Sektretion dieser Antigene durch attenuierte Salmonellen oder andere Gram- 
negative attenuierte Impfstamme, 

(f) eine orale Vakzinierung erzeugt wird. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei die zur Fertilitatskontrolle geeigneten Gene oder 
Genfragmente fur Zona pellucida Proteine kodieren. 

3. Verwendung nach Anspruch 1, wobei der Sekretionsvektor pMOhly 1 ist. 

4. Verwendung nach Anspruch 1, wobei der Salmonella Stamm Salmonella typhimurium ist. 

5. Verwendung nach Anspruch 1, wobei der Stamm Yersinia enterocolitica ist. 

6. Verfahren zur Fertilitatskontrolle durch Verwendung eines Sekretionsvektors in dem 

(a) zur Fertilitatskontrolle geeignete Gene oder Genfragmente insertiert sind, 
der 

(b) das vollstandige Hamolysin-Operon einschliefilich des hly spezifischen Promotors und 
eines Enhancer-ahnlichen Regulators hlyR enthalt 
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und bei dem 

(c) ein Grofiteil des hlyA Gens deletiert wurde, 
wobei 

(d) die zur Fertilitatskontrolle geeigneten Proteine oder Proteinfragmente synthetisiert werden 
und 

(e) durch die Sektretion dieser Antigene durch attenuierte Salmonellen oder andere Gram- 
negative attenuierte Impfstamme, 

(f) eine orale Vakziniening erzeugt wird. 
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Expression und Sekretion von huZPA-Fragmenten 

in E. coli DH5a 




Abbildung 2 
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Expression und Sekretion von huZPB-Fragmenten 

in E. coli DH5a 




Abbildung 3 
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Expression und Sekretioo von huZPC-Fragmenten 

in E. coli DH5a 




Abbildung 4 
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Expression und Sekretion von mZPB-Fragmenten 

in E. coli DH5a 




Abbildung 5 
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Expression und Sekretion von huZPB-Fragmenten 
in 5. thyphimurium SL7207 



26 kDa 



20 kDa, 
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Abbilduns 6 
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Expression und Sekretion von hnZPC-Fragmenten in 

Y enterocolitica WApYv-5 1 5 
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Abbildung 7 
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This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



